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Resumo

CARVALHO, Marilia da Silva. Incidéncia da infec¢&o dos virus da Leucose
Enzodtica Bovina e Diarreia Viral Bovina em um centro de recria de novilhas
sob Pastoreio Racional Voisin. 2015. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Programa de Pés Graduacao em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Esta dissertacdo esta apresentada na forma de um artigo cientifico cujo o objetivo de
estudo foi determinar a prevaléncia e incidéncia de Leucose Enzodtica Bovina (LEB)
e Diarréia Viral Bovina (DVB), avaliando a dindmica de transmisséo de enfermidades
virais em um centro de recria de novilhas leiteiras submetidas a Pastoreio Racional
Voisin (PRV). Estas doencas virais tém grande impacto econdmico na criagdo de
bovinos leiteiros levando a queda na producado leiteira e imunossupressao pre-
dispondo as novilhas a outras infeccdes. Para deteccdo de anticorpos contra
Leucose Enzodtica Bovina foi realizado um teste de Imunodifusdo em Agar Gel
(IDGA) comercial. Nos animais soropositivos, foi realizado o leucograma pareado
para a determinacdo de linfocitose persistente (LP). Para a determinacdo da
prevaléncia do virus da Diarréia Viral Bovina, foi realizado o teste de virus
neutralizacdo(VN) com cepa citopatica NADL (BVDV-1). A deteccdo de possiveis
animais persistentemente infectados (PI) foi utilizada a técnica de RT-PCR. O lote
experimental era composto por 179 animais de racas leiteiras e cruzas, divididos em
cinco lotes por faixa etaria e peso, ndo fixos, submetidos ao manejo pelo método do
Pastoreio Racional Voisin (PRV). As taxas de prevaléncia iniciais para LEB e DVB
foram de 3,91% e 51,98% respectivamente. Foram calculadas taxas de incidéncia
para as duas doencas resultando em 21,51% para LEB e 11,77% para DVB. A
dindmica de transmissao da Diarréia viral Bovina foi relativamente, lenta justificada
pela auséncia de animais Pl dentro do lote experimental. Constatou-se que dos 39
animais positivos para LEB ao final do periodo experimental, dez apresentaram
linfocitose persistente (LP), ou seja, uma prevaléncia de 25,64%, considerada alta,
elevando os riscos de transmissdo do virus para outros animais dentro do centro de
recria. A intensificacdo do manejo das novilhas dentro do centro de recria aumenta
os riscos de disseminacdo de destas doencas. Como formas de controle destas
enfermidades no rebanho, sugeriu-se a identificacdo de animais LEB positivos com
estratégias de manejo e utensilios separados dos animais negativos; quanto a DVB
como nao foram encontrados animais persistentemente infectados no rebanho a
vacinacdo das novilhas na idade reprodutiva deve ser preconizada reduzindo o risco
da ocorréncia de animais Pl nas unidades de producdo apos o retorno dos animais e
evitando problemas reprodutivos.

Palavras-chave: leucose enzodtica bovina; diarréia viral bovina; dindmica de
transmissao; incidéncia; centro de recria de novilhas



Abstract

CARVALHO, Marilia da Silva. Incidence of infection of the virus leucosis
Enzootic Bovine and Bovine Viral Diarrhea in a center of growing heifers under
Pastoreio Racional Voisin. 2015. 54 f. Dissertation (Master degree in Sciences) —
Programa de Pés Graduacao em Veterinéria, Faculdade de Veterinéria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

This work is presented in the form of a scientific paper whose objective of the study
was to determine the prevalence and incidence of Bovine Leukosis (LEB) and bovine
viral diarrhea (DVB), evaluating the dynamics of transmission of viral diseases in a
center for rearing dairy heifers Pastoreio Racional Voisin (PRV). These viral diseases
have a significant economic impact on the creation of dairy cattle leading to reduced
milk production and pre-arranging the heifers to other infections immunosuppression.
For antibodies against Bovine Leukosis was carried out immunodiffusion test Agar
Gel (AGID) commercial. In seropositive animals, was held the WBC paired for the
determination of persistent lymphocytosis (PL). To determine the prevalence of
bovine viral diarrhea virus, we performed the virus neutralization test (VN) with
cytopathic strain NADL (BVDV-1). The detection of possible persistently infected (PI)
animals was used for RT-PCR. The experimental plot consisted of 179 animals of
dairy breeds and crosses, divided into five lots by age and weight, not fixed, subject
to management by the method of grazing Rational Voisin (PRV). The initial
prevalence rates for LEB and DVB were 3.91% and 51.98% respectively. Incidence
rates were calculated for the two conditions resulting in LEB 21.51% and 11.77% for
DVB. The dynamic transmission of bovine viral diarrhea was relatively slow explained
by the absence of Pl animals within the test batchlt was found that out of 39 animals
positive for LEB the end of the trial, ten presented persistent lymphocytosis (LP), or a
prevalence of 25.64%, which is considered high, increasing the risk of virus
transmission to other animals within the center recreates. Intensified management of
heifers in the center of growing increases the risk of spread of these diseases As
ways to control these diseases in the herd, suggested the identification of positive
LEB animals with separate management strategies and tools of negative animals; as
the DVB as vaccination of heifers in the reproductive age persistently infected
animals in the herd were not found to be recommended, reducing the risk of
occurrence of animal IP in production units after the return of animals and avoiding
reproductive problems.

Key words: bovine leukosis; bovine viral diarrhea; transmission dynamics; incidence;
center for dairy heifer
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1 Introducéo

O correto manejo de bovinos leiteiros é fundamental para a maxima
produtividade do rebanho comecando no manejo da fémea gestante até a
puberdade da novilha e a primeira paricdo. Muitos fatores influenciam na producao
leiteira tais como: ambiente, raca, sanidade, reproducdo e alimentacdo. O bom
manejo na criacdo de terneiras comeca durante a gestacdo da fémea fornecendo
uma alimentacdo de qualidade que é imprescindivel para o desenvolvimento fetal,
formacao de colostro e boa lactacdo. A exigéncia do feto por nutrientes aumenta no
terco final da gestacéo e influencia diretamente no peso fetal e ao nascer, assim, é
fundamental uma dieta balanceada para a vaca no periodo de transi¢cdo (SANTOS et
al., 2002; NEIVA; NEIVA, 2006). Um bom manejo na recria de novilhas reflete na
producgéo leiteira da vaca, pois nesta fase ocorre o desenvolvimento do tecido
secretor da glandula mamaria e € também nesta fase que com a correta ingesta de
nutrientes na alimentacdo ocorre o aumento na velocidade de crescimento da
novilha chegando mais cedo ao primeiro parto, praticas fundamentais para aumentar
a produtividade e rentabilidade da propriedade (SCHAFHAUSER JR, 2006).

A etapa de recria de novilhas tem inicio logo apés o desmame e se estende
até a puberdade e cobertura do animal. E uma fase muito onerosa e exige atencéo
redobrada na alimentacéo, pois, neste periodo ocorre o crescimento da fémea e o
desenvolvimento da glandula mamaria se encontra mais sensivel a variacdes
alimentares (supra/sub nutricdo). O objetivo desta etapa € antecipar a puberdade
para 0os 13 meses, concepcdo aos 15 meses e paricdo aos 24 meses. Durante a
fase de recria ocorre uma etapa importante do desenvolvimento da glandula
mamaria que pode interferir positiva ou negativamente na posterior producéo leiteira
da vaca. A alimentacdo na fase pré-pubere deve ser mais protéica e menos rica em
energia, pois, neste periodo ocorre a formacdo do parénquima mamario e apos
atingir a puberdade, na glandula mamaria desenvolvem-se os alvéolos que sédo
fundamentais para a producéo leiteira. Também, durante todo o desenvolvimento da

novilha é de fundamental importancia a sanidade, fazendo necessario estipular um
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programa de manejo sanitario que inclui vacina¢des obrigatdrias contra brucelose e
febre aftosa como também vacinas reprodutivas, contra raiva e clostridioses,
associadas a medicamentos antiparasitarios (SANTOS et al. ,2002; CAMPOS;
LIZIERE, 2005; SCHAFHAUSER JR, 2006).

Pequenos produtores deixam esta etapa em segundo plano, pelos altos
custos e pouca lucratividade com estes animais. Como alternativa a esta etapa
onerosa existem os campos de recria de novilhas que consistem em campos
especializados para a criacdo de novilhas visando um manejo especializado com
nutricdo e sanidade adequados com o objetivo principal de liberar 30 a 40% da area
de campo da propriedade para a alimentacdo de animais em producdo. Como
desvantagem a este sistema de terceirizacao da recria, esta o custo de mensalidade
paga pelo produtor para a recria de sua novilha fora da propriedade. Em
contrapartida este custo € recompensado com a precocidade e producdo quando o
animal volta a propriedade (FERRARI et al., 2014).

O manejo racional de pastagens é um dos fatores de maior relevancia para a
producdo animal sustentavel: é necessario que seja 0 mais eficaz, para a protecao
da pastagem e, ao mesmo tempo, resulte em bom desempenho animal
(VOISIN,1974). O sistema Pastoreio Racional Voisin (PRV) est4 baseado no
principio do respeito aos seus componentes: solo, planta, animal e ser humano.
Nesse sentido o PRV, a partir do respeito as leis da natureza, atende as exigéncias
e as necessidades da planta forrageira, do solo e do animal, de maneira que estes
nao venham a se contrapor (LENZI, 2012). O PRV compreende uma tecnologia
eficiente, moderna e econdmica para a producao de leite e carne a base de pasto.
Nesse sistema ha uma maior producéo por hectare, um menor custo por unidade do
produto, incremento da fertilidade do solo, através dos dejetos dos animais; protecao
ao meio ambiente, producdo de alimentos sem o0 uso de agrotoxicos ou insumos de
sintese industrial; respeito ao bem-estar-animal e maior lucratividade (CAZALE,
2006). O manejo em sistema PRV consiste em altas taxas de lotagBes diarias nos
piquetes favorecem a transmissédo de enfermidades e por este motivo € necessario
uma maior atencao a seguranca sanitaria no centro de recria.

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) € uma enfermidade infectocontagiosa
causada por um virus oncogénico do género Oncornavirus, familia Retroviridae de
pouca variedade gendmica (MARTINS; CATROXO0,2009; FLORES, 2007). Doenca
de carater cronico e evolucdo lenta, a LEB pode manifestar-se de forma
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assintomatica e sub-clinica ou nas formas clinicas de linfocitose persistente (LP) e
linfossarcoma (FLORES, 2007; BLOOD; RADOSTITS, 2002; BRAGA et al.,1998). A
linfocitose persistente € uma manifestacdo clinica que aparece em
aproximadamente 30% dos animais infectados pelo Virus da Leucose Bovina (VLB).
E uma enfermidade benigna em que ocorre um aumento no nimero de linfécitos na
corrente sanguinea (AZEDO et al.,2011). O linfossarcoma € mais frequente em
animais adultos acima de quatro anos. Forma maligna da doenca e tem evolucéo
fatal, caracterizada pela formacao de tumores de origem linféide que podem afetar
diversos 6rgdos (BLOOD; RADOSTITS, 2002; FLORES; SCHUCH, 2007; BRAGA et
al.,1998).

O virus tem tropismo por linfécitos B, atua integrando-se ao genoma da célula
do hospedeiro e por meio de divisdo celular d&4 origem a outros linfécitos infectados
por VLB, estima-se que 30% dos linfocitos de um animal infectado contenham o
material genético viral (MARMMERICK et al.,1987; CORREA; CORREA,1992;
AZEDO et al.,2008; AZEDO et al.,2011). O virus est4 presente no sangue, leite,
sémen e massas tumorais. A transmissao natural de um bovino infectado para outro
susceptivel ocorre pelo contato de um animal sadio com células sanguineas de um
animal infectado com o virus VLB. Insetos hematofagos, praticas de manejo como
descorna, tatuagem, procedimentos cirargicos, palpacdo retal, vacinacoes,
imunoterapias, aplicacbes de medicamentos via endovenosa e intramuscular
(BLOOD; RADOSTITS, 2002; MARMMERICK et al.,1987; MANET et al.,1989;
PINHEIRO JR. et al., 2013; KOHARA et al., 2006; DIVERS et al.,1995).

ManifestagBes clinicas relacionadas a LEB sdo complexas e semelhantes a
outras enfermidades tais como febre, anorexia, emagrecimento progressivo e
fraqgueza (BLOOD; RADOSTITS, 2002). De acordo com a localizacdo do tumor
podem apresentar problemas respiratorios, cardiacos, digestivos, neurolégicos que
levam a morte. Os testes soroldgicos sdo 0os métodos de diagndstico mais utilizados
na deteccdo de anticorpos anti-VLB (contra proteinas virais) sendo os principais:
Imunodifusdo em Agar Gel - IDAG, Ensaio Imunoenzimatico — ELISA e
Radioimunoensaio - RIA (BASILIO et al.,1993). Testes hematolégicos séao
importantes na deteccdo de animais com linfocitose persistente condicdo que o
animal apresenta elevado numero de células sangulineas infectadas, sendo ponto
chave da disseminagao do VLB de forma iatrogénica no rebanho (MAMMERICKX et
al.,1987; DIVERS et al.,1995).
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N&o h& tratamento nem vacina eficaz contra o VLB, e assim, programas de
controle e prevencdo da doenca tem grande importancia no controle da
disseminacdo da doenca no rebanho. Estratégias de controle devem ser
estabelecidas levando em consideracdo o tamanho da propriedade, condicbes de
manejo, valor genético do rebanho e condi¢des financeiras. O controle pode ser
realizado eliminando todos os animais positivos, separando o rebanho em dois lotes:
0S animais positivos dos soronegativos, ou manejo misto de um rebanho com
identificacdo de animais positivos e utilizacdo de material separadamente,
desinfeccdo de todos os materiais e eliminagdo gradual dos animais positivos
(BRAGA et al,1998; LEUZZI JR et al., 2001).

A Diarréia Viral Bovina (DVB) é uma das doencas virais de maior importancia
gque acomete o trato gastrointestinal e reprodutivo de bovino. Causada por um
Pestivirus, um RNA - virus de grande variabilidade genémica, o Virus da Diarréia
Bovina (vDVB) possui capacidade de causar efeito citopatico em cultivo celular,
sendo classificado em dois bidtipos: citopatico e ndo citopatico. Isolados de vDVB
séo divididos em dois tipos: BVDV tipo 1 e BVDV tipo 2 (FLORES et al.,2005).

A transmissao do virus ocorre por contato direto ou indireto com secrecoes e
excrecoes de um animal em fase aguda de infeccdo com viremia ou pela introdugéao
de um animal persistentemente infectado (PI) no rebanho que liberam
constantemente altas cargas virais. A infeccdo fetal entre os 40° e 120° dias de
gestacdo da origem a um animal PIl, periodo em que o sistema imunolégico do feto
estad imaturo e reconhece as proteinas virais como proprias. (FLORES, 2007,
NORONHA et al.,2003).

O virus infecta células do sistema imune do hospedeiro causando
imunossupressao podendo predispor o animal infectado a outras enfermidades. A
DVB pode manifestar-se de forma leve, passando despercebida pelo produtor ou
como em casos mais graves causando problemas reprodutivos. Sinais clinicos
podem variar de acordo com o estado imune do animal e a viruléncia da cepa. Os
principais sinais sao febre, anorexia, problemas gastroentéricos, problemas
respiratorios e reprodutivos. Perdas reprodutivas como abortos, mal formacdes fetais
e infertiidade temporaria levam a grandes prejuizos econdmicos na criacdo de
bovinos (FLORES, 2007; BLOOD; RADOSTITS, 2002; FLORES;SCHUCH, 2007).

O diagnostico direto de DVB pode ser feito por isolamento viral em tecidos e

secrecbes atraves da técnica de cultivo celular, imunoperoxidade e



16

imunofluorescencia (GOENS, 2002). Testes sorologicos como Virusneutralizagédo e
Ensaio Imunoenzimatico sdo os teste mais utilizados para a detec¢do de anticorpos
em soro e leite. Técnicas de biologia molecular sdo muito utilizadas para a pesquisa
de animais Pl no rebanho (PILZ et al., 2007; ARENHART et al., 2009).

O controle e a prevencdo da DVB baseia-se na identificagéo e eliminacdo de
animais Pl no rebanho, seguido de vacinacao de fémeas em idade reprodutiva antes
da estacdo de monta, prevenindo problemas reprodutivos e evitando o nascimento

de uma nova linhagem de animais Pl (FINO et al.,2012).



2 Objetivos

2.1 Geral

Determinar a prevaléncia e incidéncia dos Virus da Leucose Enzodtica Bovina
e Virus da Diarréia Viral Bovina em um centro de recria de novilhas sob Pastoreio

Racional Voisin e monitorar a transmissao das enfermidades.

2.2 Especificos

Diagnosticar doencas infecciosas de origem viral no centro de recria de
novilhas sob o Pastoreio Racional Voisin;

Monitorar a transmissdo viral da Leucose Enzodtica bovina (LEB) e Diarréia
Viral Bovina (DVB) no centro de recria;

Identificar a presenca de animais persistentemente infectados (PI) para DVB
no lote experimental e avaliar o impacto da transmisséo nas condi¢cdes de manejo;

Identificar animais com linfocitose persistente (LP) dentre os animais
sororeagentes para Leucose Enzodtica Bovina e avaliar o impacto da transmisséo
nas condi¢cdes de manejo do campo de recria;

Estabelecer fatores de risco para a transmissdo de LEB e DVB dentro do lote

experimental e sua dindmica de transmissao.



3 Revisdo Bibliogréfica

3.1 Pastoreio Racional Voisin

O fundamento do Pastoreio Racional Voisin baseia-se desenvolvimento da
biocenose do solo, tempos de repouso e ocupacao de pastagem, em funcdes das
condicBes climaticas, fertilidade do solo, espécie vegetal e outras manifestacfes da
vida, cuja avaliacdo ndo se enquadra em esquemas preestabelecidos
(MACHADO,2010). O PRV tem como principio 0 respeito aos seus componentes:
solo, planta, animal e o ser humano. Utilizando os conhecimentos gerados pela
humanidade para aproveitar ao maximo dos recursos naturais porém, preservando a
fertilidade do solo e o meio ambiente. (CASTAGNA et al,. 2008).

O manejo de pastagens em sistema PRV é um dos fatores de maior
relevancia para a producdo animal de forma sustentavel (VOISIN,1974). Cazale
(2006) descata que o sistema de PRV consiste em uma tecnologia moderna,
eficiente e econdmica para a producao de leite e carne a base de pasto. Utilizando o
minimo dos recursos de origem industrial, sem uso de fertilizantes e agrotoxicos,
utilizando somente dejetos dos animais. Buscando a maxima captacdo de energia
solar. Neste sistema ha uma maior producéo de pasto por hectare e menor custo por
unidade animal, respeitando o bem-estar-animal e obtendo maior lucratividade
(CAZALE, 2006; CASTAGNA et al., 2008).

3.2 Leucose Enzod6tica Bovina

Dentre os virus oncogénicos de grande importancia na medicina veterinaria
destaca-se o Virus da Leucose Bovina (VLB). Um virus pertencente a familia
Retroviridae, do género Oncornavirus do tipo C, que é também responsavel pelas
leucemias felinas e humanas. E virus RNA com pouca variabilidade gendémica,
apresentando grande similaridade estrutural com os virus da leucemia humana e por
esta caracteristica a enfermidade € conhecida como virus da leucemia bovina
(MARTINS; CATROXO, 2009; FLORES, 2007; CORREA; CORREA,1992).
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Doenca infectocontagiosa de carater cronico e evolucdo lenta, a Leucose
Bovina pode manifestar-se de forma esporadica ou forma enzodtica. A Leucose
esporadica acomete animais com idade inferior a trés anos, podendo ser classificada
de trés formas: juvenil (frequente em terneiros de até seis meses), timica (animais
com até dois anos) e forma cutdnea (animais acima de trés anos) (BLOOD;
RADOSTITS, 2002). A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) propriamente dita na
maioria das vezes é silenciosa podendo ser assintomatica (FLORES et al., 2007).
Pode manifestar-se na forma clinica de linfocitose persistente (LP), uma forma
benigna da doenca na qual ocorre aumento no numero de linfécitos na corrente
sanguinea que acomete cerca de 30% dos animais soropositivos, ou na forma de
linfossarcomas, forma maligha da doenca que se caracteriza pelo desenvolvimento
de tumores de origem linféide podendo afetar diversos érgédos sendo mais frequente
em animais acima de quatro anos de idade acometendo menos de 5% dos animais
infectados (FLORES, 2007; BLOOD; RADOSTITS, 2002; BRAGA et al.,1997).

O VLB uma vez introduzido nos tecidos do animal infecta os linfécitos B do
novo hospedeiro e por meio de divisdo celular estes linfocitos infectados vao se
multiplicando no organismo do hospedeiro. Esta é uma estratégia do virus que atua
neutralizando a apoptose celular, que resultando no aumento no numero de
linfécitos em circulacdo, estima-se que 30% dos linfécitos de um animal infectado
contenham material genético do virus (MAMMERICKX et al.,1987; AZEDO et al.,
2008; 2011). O VLB permanece latente nos linfocitos B do hospedeiro e por este
motivo esta presente no sangue, leite e em massas tumorais do animal infectados
(CORREA; CORREA,1992; BLOOD; RADOSTITS, 2002).

Os mesmos autores relatam que a transmissdo do virus ocorre com a
introducdo de um animal infectado ao rebanho e se dissemina através do contato de
animais sadios com células sanguineas infectadas com VLB. Mammerickx et
al.(1987) relatam que a possibilidade de transmissdo do virus de um animal
infectados manifestando linfocitose persistente (LP) é relativamente maior do que
um animal infectado mas sem esta condigéo. Infecgdes intra-uterinas e transmissao
pelo colostro séo pouco frequentes (FERRER; PIPER, 1981), insetos hematofagos
principalmente os tabanideos, tem papel importante como vetores da infecgcdo no
rebanho principalmente nos meses de verdo e em animais criados em sistema
intensivo ou semi-intensivo (MANET et al.,1989). A transmissao iatrogénica através

de praticas de manejo como: descorna, tatuagem, aplicacao de brincos, vacinacgoes,
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imunoterapias como a premuni¢cdo para Tristeza Parasitaria Bovina tem grande
importancia na disseminagdo do virus entre os animais de um rebanho. Pinheiro Jr.
et al. (2013) relatam que em propriedades com assisténcia técnica ocorreram taxas
elevadas de casos de LEB no rebanho, sendo o Médico Veterinario o disseminador
do virus através do uso de instrumentos cirdrgicos contaminados e palpacao retal
sem a troca ou desinfec¢cédo do material no intervalo entre dois animais.

Kohara et al.(2006) e Divers et al.(1995) confirmaram que o atrito das luvas
de palpacao retal na mucosa causam irritagdo levando a micro lesées que sangram
e que um animal manifestando linfocitose persistente (LP) apresentam alto potencial
de infeccdo para os proximos animais as sofrerem palpagdo. Apenas 1uL de
sangue infectado por VLB ja é suficiente para causar a infec¢éo, por este motivo até
mesmo a inoculacdo de tuberculina intradérmica pode ser um fator de risco a
transmissao do virus (MAMMERICKX et al.,1987; BLOOD, RADOSTITS, 2002).

A infeccdo pelo VLEB pode ser assintomatica (com presenca de anticorpos
mas, alinfocitética - AL) ou manifestar-se clinicamente nas formas de linfocitose
persistente (LP) e linfossarcoma. A linfocitose persistente (LP) consiste numa
elevacdo crénica no namero de linfocitos circulantes, € uma forma estratégica do
virus de aumentar a populacao de linfécitos B infectados e esta condi¢éo leva a uma
diminuicdo na atividade dos macréfagos e mondcitos, reduzindo a atividade
fagocitaria deixando os animais mais susceptiveis a infec¢cdes (AZEDO et al., 2008;
2011; BATISTA FILHO, 2011; DEQUIEDT et al.,1999). Os linfossarcomas podem ser
precedidos ou ndo de LP, sendo mais frequente em animais adultos, tumor maligno
com infiltracdo linfocitaria de evolugéo fatal acometendo menos de 5% dos animais
infectados pelo virus (BRAGA et al., 1997, FLORES, 2007, LEUZZI JR et al., 2001,
AZEDO, 2012). Os sinais clinicos gerais sdo febre, anorexia, emagrecimento
progressivo e fraqueza. Um dos primeiros sinais que sugerem a suspeita de leucose
€ o infartamento de linfonodos, principalmente os pré-escapulares e 0s pré-crurais
(BLOOD; RADOSTITS, 2002). Os sinais clinicos especificos variam de acordo com a
localizagcdo oOrgdo afetado pelo tumor, dentre eles problemas respiratorios,
digestivos, cardiacos, neurologicos, reprodutivos, devido as caracteristicas
metastaticas do tumor, podendo atingir um ou mais 0rgdos com evolugédo para a
morte (BLOOD; RADOSTITS, 2002; FLORES, 2007).
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Os primeiros registros da Leucose Enzodtica Bovina foram na Alemanha e
Litudnia, no século XX e com o advento a Segunda Guerra Mundial disseminou-se
por toda a Europa. Através da implantacdo de programas sanitarios de controle e
erradicacdo da LEB, atualmente, alguns paises europeus erradicaram a doenca
(ACAITE et al., 2007; FLORES, 2007; LIMA et al.,1980; CARNEIRO et al., 2003). No
Brasil a Leucose Enzodtica Bovina foi introduzida por pecuaristas das regiées Sul e
Sudeste através de importacdo de animais de raca leiteira de alto valor genético
associada a falta de politicas sanitarias especificas para a doenca. O livre transito de
animais disseminou a doenca por todos os Estados da Federacdo (CARNEIRO et
al., 2003; PINHEIRO JR et al., 2013).

No Rio Grande do Sul, em um levantamento sorolégico, foi encontrada uma
prevaléncia média de 12% de animais soropositivos nos 172 municipios estudados.
Taxas de incidéncia e prevaléncia de LEB aumentam com a idade dos animais
acima de dois anos (MORAES et al.,1996).

Testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos anti-VLB constituem a
principal ferramenta de diagnoéstico da Leucose Enzooética Bovina e sao eles:
Imunodifusdo em Agar Gel (IDGA), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e
Radioimunoensaio (RIA) (FLORES et al.,1989; BASILIO et al.,1993).

O teste de IDGA é o mais difundido e utilizado em programas de controle,
sendo considerado o teste de eleicao para pesquisas epidemiolégicas (FLORES et
al.,1989; FLORES, 2007). O teste de ELISA pesquisa anticorpos contra a proteina
p24 do capsideo do virus podendo ser utilizado para a deteccédo de anticorpos no
leite. E um teste mais especifico quando comparado ao teste de IDGA que pesquisa
anticorpos contra a proteina gp51 do envelope viral (BRAGA et al.,1998). Como
vantagem o teste de IDGA oferece o custo reduzido e a presenca de anticorpos é
um indicativo de infeccdo pelo virus VLB (FERREIRA et al.,1982).

Técnicas avancadas como PCR apresentam alto custo porem oferece a
vantagem de diferenciar animais nascidos infectados de anticorpos colostrais
transferidos pela mé&e soropositiva (LEUZZI JR. et al., 2001).

Durante muitos anos, chaves hematologicas foram métodos de diagndstico
definitivo de Leucose Enzoodtica Bovina baseado na pesquisa de linfocitose
persistente (LP), atualmente sabe-se que muitos animais podem ser positivos para
leucose sem manifestar linfocitose ou linfossarcomas e por este motivo este método
de diagndstico caindo em desuso (LEUZZI JR. et al.,2001; FERREIRA et al.,1982).
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Porém, leucogramas sequenciais fornecem informacdes importantes na detecgéo de
animais com linfocitose persistente (LP) potenciais disseminadores da infec¢éo para
o rebanho (DIVERS et al.,1995).

N&o ha tratamento ou vacina preventiva para o combate da LEB. Por este
motivo, sdo imprescindiveis métodos de controle e prevencao da doenca (BRAGA et
al., 1997; 1998). Estratégias de controle variam de acordo com o tamanho do
rebanho, investimento genético no rebanho e sistema de criacdo; sao elas: 1?) teste
e eliminacdo de animais positivos, sendo esta a maneira mais rapida e eficiente de
erradicar a doenca da propriedade; 22) separacao do rebanho, dividindo-o em dois
grupos: um soropositivo e outro soronegativo organizando em campos separados e
mantendo estratégias de manejo para evitar a transmissao para animais sadios e 329)
manejo de um rebanho Unico: identificando animais positivos e negativos com
praticas de manejo separadas e eliminacao gradual de animais positivos (BRAGA et
al.,1998).

3.3 Diarreia Viral Bovina

A DVB destaca-se no cenario das doencas virais de importancia veterinaria
devido as grandes perdas econdmicas causadas. A enfermidade manifesta-se como
uma gama de sinais clinicos variados como distlrbios digestivos, respiratorios e
reprodutivos (FLORES; SCHUCH, 2007; FLORES, 2007). E causada por um
Pestivirus da familia Flaviridae, RNA-virus, com grande variabilidade genbémica,
envelopados que afetam diversas espécies animais, responsavel também pela Peste
Suina Classica e Doenca das Fronteiras dos Ovinos, doencas que causam Sérios
prejuizos econémicos em todo o mundo (MOENING, 1990; FLORES et al., 2005).

O virus da Diarréia Viral Bovina (vDVB) € um dos principais agentes
etiolégicos causadores de perdas econdmicas na criacdo de bovinos, podendo
infectar também outros ruminantes, suinos e animais silvestres (BLOOD,
RADOSTITS, 2002). Possui capacidade de causar efeito Citopatico em cultivo
celular sendo classificado em dois biotipos: Citopaticos(CP) e Nao Citopaticos
(NCP). A variagao citopatica do virus ocorre quase que exclusivamente em animais
acometidos pela Doenca das Mucosas (DM) uma manifestagéo clinica de quadro

severo, agudo e com evolucao fatal ocorrendo em animais imunotolerantes jovens
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infectados com cepa NCP que sofre mutacao tornando-se CP, acometendo animais
entre seis meses e dois anos de idade (FLORES, 2007).

Cepas de campo sdo em sua maioria Nao Citopaticas (NCP), isolados de
vDVB sao divididas em dois tipos: BVDV-1 e BVDV-2 e apresentam grande
variabilidade antigénica. O tipo BVDV-1 esta relacionado a enfermidades leves e
moderadas e este genotipo estd presente na maioria das amostras vacinais
disponiveis no mercado brasileiro. Ja amostras de BVDV-2 sdo responsaveis por
casos graves de enfermidades gastroentéricas e sindromes hemorragicas (BOTTON
et al., 1998; FLORES; SCHUCH, 2007; BLOOD; RADOSTITS, 2002).

A transmissdo do BVDV pode ocorrer por contato direto ou indireto com
secrecOes e excrecdes de animais infetados em fase de viremia, através de saliva,
secrecbes nasais e oculares, urina, fezes, sémen, sangue e fémites (BLOOD;
RADOSTISTS, 2002; VOGEL et al., 2001). A introducéo do virus em um rebanho até
entdo livre, ocorre pela aquisicdo de animais sem manifestacdo clinica porém com
viremia, eliminando virus por secrecfes e excrecdes. A viremia dura pouco tempo
cerca de 10 a 15 dias (FLORES, 2007; FINO et al., 2012).

Outra forma de transmisséo, talvez a mais significativa, ocorre pela introducao
de animais Persistentemente Infectados (Pl), originados de fémeas prenhas
infectadas entre 40° e 120° dias de gestacdo. Nesse periodo, o0 virus penetra a
barreira transplacentéaria, infectando o feto e como sistema imunolégico do feto
encontra-se imaturo, reconhece as proteinas virais como proprias, dando origem a
animais imunotolerantes. A infeccdo € geralmente inaparente e sub-clinica nestes
animais, porém estes animais eliminam constantemente altas cargas virais através
de secrecbes e excrecdes (FLORES, 2007, ARENHART et al.,2009). O virus
apresenta tropismo por células do sistema imune do animal, principalmente
mondcitos, macréfagos, linfécitos e também por células epiteliais do trato intestinal e
trato respiratorio superior, causando imunossupressao no animal infectado. Por este
motivo, frequentemente o vDVB esta associado a outros virus e bactérias
causadores de doencas gastrointestinais e respiratérias (MARSHAL, 1993; DIAS;
SAMARA, 2010).

As manifestacdes clinicas podem variar de um quadro leve, moderado a uma
forma severa e fatal, dependendo da capacidade imunolégica do animal, capacidade
de agressao de cepa viral e 0 tempo de viremia causada pelo BVDV. Os sinais

clinicos vao desde inapeténcia, apatia, febre, disfuncdes gastroentéricas, sindromes
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hemorragicas, infecgbes respiratorias, corrimento nasal. A cura ocorre em poucos
dias e os sinais clinicos podem passar despercebidos aos olhos do produtor
(FLORES et al., 2005; FLORES, 2007; FINO et al., 2012).

Os sinais mais alarmantes séo as perdas reprodutivas: abortos, malformacfes
fetais, reabsorcdo embrionaria, infertilidade temporaria, nascimento de terneiros
fracos ou natimortos. Porém, a infeccdo de uma vaca no periodo gestacional da
origem a animal imunocompetente através da transmisséo intra-uterina resultando
em animais imunotolerantes e persistentemente infectados (Pl), responsaveis pela
disseminac¢édo do virus no rebanho (HOUE,1995).

Animais Pl apresentam-se assintomaticos, porém eliminam grandes cargas
virais por toda a vida, em secrecfes nasais e oculares e excrecbes corpOreas
(HOUE, 1995; BLOOD; RADOSTITS, 2002; FLORES et al., 2005; FLORES, 2007).
Estes animais Pl sdo sorologicamente negativos ao teste de virusneutralizacéo,
somente sendo detectados por técnicas avancadas de amplificacdo do genoma viral,
como PCR (FINO et al.,2012).

O diagnostico da infeccdo pode ser feito por isolamento viral em material de
aborto, sangue e secrecdes através da técnica de cultivo celular seguido de
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase, onde sdo distinguidas cepas Citopéticas e
Nao Citopaticas, porém, esta é uma técnica demorada e muito laboriosa (GOENS,
2002).

Testes sorolégicos sao alternativas viaveis para reducdo de custos com
exames sendo eles: Virusneutralizacdo (VN) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) os
quais se baseiam na identificacdo de anticorpos neutralizantes, sendo uma
ferramenta de grande importancia na investigacdo da prevaléncia da infeccdo no
rebanho.

O teste de virusneutralizacdo € o teste padrao para titulacdo de anticorpos,
muito utilizado em triagem de rebanhos e baseia-se na pesquisa e mensuragcao de
anticorpos contra BVDV no soro sanguineo.

O teste de ELISA permite uma rapida pesquisa para identificacdo de
anticorpos especificos podendo ser realizado a partir de amostras de sangue, soro e
leite, sendo o teste de elei¢cdo para triagem e controle em paises da Europa (FINO et
al,2012).
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Animais Pl ndo sdo detectados nas principais técnicas de diagndstico através
de sorologia, somente sendo detectadas em técnicas de biologia molecular.
Segundo Canal et al., (1996) o teste de RT-PCR apresenta alta sensibilidade para a
deteccado de animais PI, seja em amostras de leite, como sanguineas.

As consequéncias reprodutivas de enfermidades como a DVB provocam
sérias perdas econdmicas na propriedade, e esta é a maior motivacdo para a
investigacdo da presenca da doenca e definicdo de estratégias para controle e
eliminacdo. A primeira ferramenta de controle é a deteccdo de animais
persistentemente infectados (PI) no rebanho, sendo a identificagéo destes animais a
peca chave de todos os programas sanitarios de controle e erradicacdo da DVB
(HOUE, 1995; MOENINNG, 1990; FLORES, 2007; FLORES; SCHUCH, 2007).

O controle da doenca no rebanho pode ser feito com ou sem vacinacao, 0s
protocolos de controle e estratégias de prevencdo sdo baseadas nos testes de
diagnéstico e no tamanho do rebanho. Em rebanhos com altas taxas de prevaléncia
para BVDV e animais em idade reprodutiva é fundamental a vacinacao para evitar a
infeccédo fetal e nascimento de animais Pl. Ja& em rebanhos com baixa prevaléncia, a
vacinacdo ndo € necesséria, desde que ocorra a eliminacdo de animais positivos
(FLORES; SCHUCH, 2007).

As vacinas comercializadas no Brasil séo produzidas a partir de cepas virais
inativadas de BVDV-1, que visam conferir imunidade a fémea, evitando a infeccdo
fetal e também a reducdo da circulacdo viral (FLORES et al.,2005). Como
desvantagem, produzem resposta imune de pouca duracéo, devendo ser realizado
reforco anual ou a cada semestral (FINO et al.,2012).

As falhas vacinais ocorrem talvez pelo fato de que a vacina nao confere
protecdo contra o tipo BVDV-2 presente no Brasil, comprovado por Canal et al.,
(1996). Uma vacina eficiente deveria ser formulada com as cepas BVDV tipo 1 e 2,
existentes no pais, para que programas de controle da doenca sejam eficazes,

evitando assim perdas econdmicas e falhas reprodutivas no rebanho.
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Incidéncia da infecgdo do virus da Leucose Enzoética bovina e virus Diarréia Viral Bovina em
um centro de recria de novilhas em sistema de Pastoreio Raciona Voisin.

Incidence of infection of enzootic bovine leucosis virus and bovine viral diarrhea in a central
system recreates in heifers Pastoreio Racional Voisin.

Marilia da Silva Carvalho, Angela Faccin, Tassia Gomes Guimarées, Helena Pitima Goncalves,
Pamela Martinuzzi, Marta Farias Aita, Paulo Quadros Menezes, Geferson Fischer, Luiz Filipe Damé
Schuch.

Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia e incidéncia de Leucose Enzoética Bovina (LEB)
e Diarréia Viral Bovina (DVB), avaliando a dindmica de transmissdo de enfermidades virais em um
centro de recria de novilhas submetidas a sistema de Pastoreio Racional Voisin. Estas doencas virais
tém grande impacto econdmico na criagdo de bovinos leiteiros levando a queda na produgéo leiteira e
imunossupressdo pré-dispondo as novilhas a outras infecgdes. Para deteccdo de anticorpos contra
Leucose Enzodtica Bovina foi realizado um teste de Imunodifusdo em Agar Gel (IDGA) comercial.
Nos animais soropositivos, foi realizado o leucograma pareado para a determinacdo de linfocitose
persistente (LP). Para a deteccdo da prevaléncia do virus da Diarréia Viral Bovina (vDVB), foi
realizado o teste de virusneutralizacdo(VN) com cepa citopatica NADL (BVDV-1) e a deteccdo de
possiveis animais persistentemente infectados (PI) foi realizada pela técnica de Transcricdo Reversa
seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR). O lote experimental era composto por 179
animais de racas leiteiras e cruzas, divididos em cinco lotes por faixa etaria e peso, ndo fixos,
submetidos ao manejo pelo método do Pastoreio Racional Voisin (PRV). As taxas de prevaléncia
iniciais para LEB e DVB foram de 3,91% e 51,98% respectivamente. Foram calculadas taxas de
incidéncia para as duas doencas resultando em 21,51% para LEB e 11,77% para DVB. Constatou-se
gue dos 39 animais positivos para LEB ao final do periodo experimental, dez apresentaram LP, ou
seja, uma taxa de prevaléncia de 25,64%, considerada alta, elevando os riscos de transmissdo do virus
para outros animais dentro do centro de recria. A dindmica de transmissdo da DVB foi relativamente
lenta, justificada pela auséncia de animais Pl dentro do lote experimental. A intensificacdo do manejo
das novilhas dentro do centro de recria aumenta os riscos de disseminacgdo de destas doengas. Como
formas de controle destas enfermidades no rebanho, sugeriu-se a identificacdo de animais LEB
positivos com estratégias de manejo e separacdo de utensilios dos animais negativos e positivos.
Quanto a DVB como ndo foram encontrados animais persistentemente infectados no rebanho a
vacinacao das novilhas na idade reprodutiva deve ser preconizada reduzindo o risco da ocorréncia de
animais Pl nas unidades de producdo ap6s o retorno dos animais e evitando problemas reprodutivos.

Palavras-chave: centro de recria de novilhas; Diarréia Viral Bovina; dindmica de transmissdo;
incidéncia Leucose Enzodtica Bovina.

Abstract

The objective of this study was to determine the prevalence and incidence of Bovine Leukosis (LEB)
and bovine viral diarrhea (DVB), evaluating the dynamics of transmission of viral diseases in a center
of growing heifers subjected to system Pastoreio Racional Voisin. These viral diseases have a
significant economic impact on the creation of dairy cattle leading to reduced milk production and pre-
arranging the heifers to other infections immunosuppression. For antibodies against Bovine Leukosis
was carried out immunodiffusion test Agar Gel (AGID) commercial. In seropositive animals, was held
the WBC paired for the determination of persistent lymphocytosis (PL). To detect the prevalence of
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bovine viral diarrhea virus (BVDV), we performed the virus neutralization test (VN) with cytopathic
strain NADL (BVDV-1) and the detection of possible persistently infected (PI) animals was
performed by Transcription technique reverse followed by Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The
experimental plot consisted of 179 animals of dairy breeds and crosses, divided into five lots by age
and weight, not fixed, subject to management by the method of Pastoreio Racional Voisin (PRV). The
initial prevalence rates for LEB and DVB were 3.91% and 51.98% respectively. Incidence rates were
calculated for the two conditions resulting in LEB 21.51% and 11.77% for DVB. It was found that out
of 39 animals positive for LEB the end of the trial, ten presented LP, or a prevalence rate of 25.64%,
which is considered high, increasing the risk of virus transmission to other animals within the center
recreates. The dynamics of transmission of DVB was relatively slow, justified by the absence of Pl
animals in the experimental plot. Intensified management of heifers in the center of growing increases
the risk of spread of these diseases. As ways to control these diseases in the herd, suggested the
identification of positive LEB animal management strategies and utensils separation of positive and
negative animals. As for DVB as vaccination of heifers in the reproductive age persistently infected
animals in the herd were not found to be recommended, reducing the risk of occurrence of animal IP
in production units after the return of animals and avoiding reproductive problems.

Key words: central dairy heifer; Bovine viral diarrhea; transmission dynamics; incidence; Bovine
Leukosis.

Introducéo

O correto manejo de bovinos leiteiros é fundamental para a maxima produtividade do rebanho,
comegando no manejo da fémea gestante até a puberdade da novilha e a primeira paricdo. Muitos
fatores influenciam na produgdo leiteira, tais como: ambiente, raga, sanidade, reproducdo e
alimentagdo. A etapa de recria de novilhas tem inicio logo apds o desmame e se estende até a
puberdade e cobertura do animal, é uma fase muitas despesas e exige atencdo redobrada na
alimentagdo, pois, nesta fase, ocorre o crescimento da fémea e o desenvolvimento da glandula
mamaria que encontra-se mais sensivel a variagbes alimentares. Também durante todo o
desenvolvimento da novilha é de fundamental importancia a sanidade, fazendo-se necessario estipular
um programa de manejo sanitario que inclui vacina¢@es obrigatdrias contra brucelose e febre aftosa
como também vacinas reprodutivas, contra raiva e clostridioses, associadas a medicamentos
antiparasitarios (SCHAFHAUSER JR., 2006; SANTOS et al., 2002; CAMPOS; LIZIERE, 2005).

Ao produtor, esta fase € vista como muito onerosa ja que 0s animais nao estdo em produgdo, ocupam
area e forca de trabalho importantes que terminam por levar a desatencdo e falhas nesta etapa. Os
campos de recria consistem em campos especializados para a criacdo de novilhas visando manejo
especializado com nutri¢do e sanidade adequados, podendo liberar 30 a 40% da area de campo da
propriedade para a alimentagdo de animais em produgdo (FERRARI et al.,2014). No entanto, as
questdes sanitarias se apresentam como dificuldade ja que ha concentracdo de um grande nimero de
animais, com origens e historia sanitérias variadas, e que devem ser devolvidos ao seu proprietario ou
comercializados com seguranca sanitaria.

O manejo racional de pastagens é um dos fatores de maior relevancia para a producdo animal
sustentavel: é necessario que seja 0 mais eficaz, para a protecdo da pastagem e, a0 mesmo tempo,
resulte em bom desempenho animal (VOISIN,1974). O Pastoreio Racional Voisin (PRV) compreende
uma tecnologia eficiente, moderna e econémica para a producéo de leite e carne a base de pasto. Nesse
sistema ha uma maior producdo por hectare, um menor custo por unidade do produto, incremento da
fertilidade do solo, através dos dejetos dos animais, protecdo ao meio ambiente, producéo de alimentos



29

sem 0 uso de agrotdxicos ou insumos de sintese industrial, respeito ao bem-estar-animal e maior
lucratividade (CAZALE, 2006). Ao mesmo tempo, a alta taxa de lotacéo diaria das areas de pastagens
pode representar facilidade na transmisséo de enfermidades.

A Diarréia Viral Bovina (DVB) destaca-se no cenario das doencas virais de importancia veterinaria
devido as grandes perdas econdmicas. A enfermidade manifesta-se como uma gama de sinais clinicos
que vao de distarbios digestivos, respiratorios e reprodutivos (FLORES; SCHUCH, 2007; FLORES,
2007). A transmissdo do virus da DVB (vDVB) pode ocorrer por contato direto ou indireto com
secrecOes e excregdes de animais infetados em fase de viremia, atraves de saliva, secregdes nasais e
oculares, urina, fezes, sémen, sangue e fomites (BLOOD; RADOSTISTS, 2002; VOGEL et al., 2001).

A introducdo do virus em um rebanho até entdo livre, ocorre pela aquisicdo de animais sem
manifestacdo clinica da enfermidade, porém, com viremia eliminando virus por secrec@es e excrecoes.
A viremia dura pouco tempo, cerca de dez a 15 dias. Outra forma de transmissdo - talvez a mais
significativa - ocorre pela introducéo de animais Persistentemente Infectados (PI), originados fémeas
prenhas infectadas entre 40° e 120° dias de gestacdo, em que 0 virus penetra a barreira transplacentéria
infectando o feto. Neste periodo, o sistema imunoldgico do feto encontra-se imaturo e reconhece as
proteinas virais como proprias, dando origem a animais imunotolerantes (FLORES, 2007;
ARENHART et al., 2009).

O teste de virusneutralizacdo € o teste padrdo para titulagdo de anticorpos, muito utilizado em triagem
de rebanhos e baseia-se na pesquisa e mensuragdo dos anticorpos contra vVDVB no soro sanguineo
(FINO et al., 2012; VIDOR et al.,1995). Animais Pl ndo sdo detectados nas principais técnicas de
diagndstico somente em técnicas de biologia molecular como a Transcricdo Reversa seguida de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR).

Doenca infectocontagiosa de carater crénico e evolugédo lenta, a Leucose Enzodtica Bovina (LEB) na
maioria das vezes é silenciosa, podendo ser assintomatica (FLORES, 2007) ou podendo manifestar-se
na forma clinica de linfocitose persistente (LP), uma forma benigna da doenga na qual ocorre um
aumento no numero de linfocitos na corrente sanguinea e acomete cerca de 30% dos animais
soropositivos. J& a forma de linfossarcomas, manifestagdo maligna da doenga, caracteriza-se pelo
desenvolvimento de tumores de origem linfoide, podendo afetar diversos drgéos, sendo mais frequente
em animais acima de quatro anos acometendo menos de 5% dos animais (FLORES, 2007; BLOOD;
RADOSTITS, 2002; BRAGA et al., 1997).

O virus da Leucose Bovina (VLB) permanece latente nos linfécitos B do hospedeiro e por este motivo
esta presente no sangue, leite e em massas tumorais do animal infectado (CORREA; CORREA, 1992;
BLOOD; RADOSTITS, 2002). Os mesmos autores relatam que naturalmente a transmisséo do virus
ocorre principalmente com a introdugdo de um animal infectado ao rebanho e se dissemina através de
contato de animais sadios com células sanguineas infectadas com VLB. Mammerickx et al., (1987),
relatam que a possibilidade de transmissdo do virus de um animal infectado manifestando linfocitose
persistente (LP) € relativamente maior do que um animal infectado mas sem esta condic&o. InfeccGes
intra-uterinas e transmissdo pelo colostro sdo pouco frequentes (FERRER; PIPER, 1981), insetos
hematdfagos principalmente os tabanideos tem papel importante como vetores da infec¢do dentro do
rebanho principalmente nos meses de verdo e em animais criados em sistema intensivo ou semi-
intensivo (MANET et al., 1989).

O teste de Imunodifusdo em Agar Gel (IDGA) é o mais difundido e utilizado em programas de
controle, sendo considerado o teste de eleicdo para pesquisas epidemiologicas de LEB (FLORES et
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al., 1989; FLORES,2007). N&o h& tratamento ou vacina preventiva para o combate da doenca. Por este
motivo sdo imprescindiveis métodos de controle e prevencdo da doenca (BRAGA et al., 1997; 1998).
Estratégias de controle variam de acordo com o tamanho e do investimento genético no rebanho e
sistema de criacdo, sendo elas: 1%) teste e eliminac¢do de animais positivos, sendo esta a maneira mais
rapida e eficiente de erradicar a doenca da propriedade; 2%) separacao do rebanho: dividindo-o em dois
grupos: um soropositivo e outro soro negativo, organizando em campos separados e mantendo
estratégias de manejo para evitar a transmissdo para animais sadios e 3%) manejo de um rebanho Unico:
identificando animais positivos e negativos com préaticas de manejo separadas e eliminacgdo gradual de
animais positivos (BRAGA et al., 1998).

Levando em consideracdo a relevancia destas doencas na sanidade animal e seu impacto na
transmissdo entre os animais dentro do centro de recria, 0 objetivo deste estudo foi determinar a
prevaléncia e incidéncia de Leucose Enzodtica Bovina e Diarréia Viral Bovina relacionando a
dindmica de transmissdo destas doencas para animais submetidos ao sistema de Pastoreio Racional
Voisin num centro de recria de novilhas.

Materiais e métodos
Selecdo dos Animais

Foram selecionadas 179 novilhas das ragas: Jersey, Holandesa e cruzas, tomando como critério 0s
altimos lotes que entraram no centro de recria (CR), entre 0os meses de fevereiro e abril de 2014. O
experimento iniciou-se em junho de 2014, portanto os animais ja estavam no local havia dois a quatro
meses. Os animais do CR eram separados em cinco lotes como segue e 0s animais introduzidos eram
adicionados a um desses grupos: bercgario (90 a 150 kg), média menor (160 a 200 kg), média maior
(200 a 250 kg), Inseminacéo Artificial (acima de 260 kg) e Enfermaria (animais com manifestacdes
clinicas de enfermidades). No inicio do experimento, o centro de recria contava com um total de 564
animais. Os animais eram identificados com brincos.

Pesagem dos animais

Durante o experimento, foram realizadas trés pesagens em balanca mecénica, onde todas as novilhas
foram pesadas individualmente, a cada dois meses, seus pesos foram registrados em uma planilha para
posterior analise de ganho de peso sob influéncia das enfermidades.

Coleta sanguinea

Foi realizada a coleta sanguinea através de puncao da veia coccigea em sistema de coleta a vacuo em
tubos com 10mL de capacidade como descrito por Dias e Samara (2003). Apo6s a coleta os tubos foram
devidamente identificados, postos inclinados em temperatura ambiente até a retracdo do coagulo e
posteriormente transportados em caixa isotérmica até o Laboratorio de Doencas Infecciosas da
Faculdade de Veterinéria - UFPEL.

Preparo da Amostra

No laboratério os tubos foram postos em centrifuga a 3.000 rpm durante 10 minutos para a separacao
do soro técnica descrita por Quincozes et al., (2007) modificada. Foi extraido 1,5mL de soro e
colocado em frasco tipo Eppendorf®, identificados e armazenados a -20°C, para posterior andlise
soroldgica e presenca de anticorpos contra os virus da Diarréia Viral Bovina e virus da Leucose
Enzoodtica Bovina.
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Sorologia para LEB - Teste de Imunodifusdo em Agar Gel (IDGA)

O teste foi realizado utilizando o Kit comercial da TECPAR® modificado segundo Braga (1996). As
placas foram incubadas em cdmara Umida a 25°C durante 72 horas. Apés o periodo de incubacéo, foi
realizada a leitura das placas com auxilio de uma caixa de luz indireta. Os resultados positivos sdo
observados quando forma-se uma linha de precipitacdo com identidade entre a amostra de campo e 0
soro controle.

Analise Hematoldgica - Pesquisa de Linfocitose Persistente (LP)

Esta andlise foi realizada nos animais que apresentaram diagnostico positivo para LEB. Foi realizada
coleta de sangue total em tubos com EDTA, apds a coleta as amostras foram acondicionadas em caixa
isotérmica, refrigeradas e encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica (LPCVet- UFPEL), para
realizacdo de hemograma e leucograma. Com auxilio de um Analisador Hematologico Veterinario -
Sysmex® modelo pocH-100iv Diff foi realizada a Contagem de leucdécitos e um esfregaco em lamina
foi corado para a realizagdo de contagem diferencial de leucécitos através de leitura realizada no
microscopio conforme descrito por Ceron et al. (2014). Para confirmacdo da linfocitose persistente,
uma segunda amostra de sangue dos animais com linfocitose a primeira coleta foi obtida apds
intervalo de 60 dias (FERREIRA et al.,1982; FLORES et al., 1990).

Sorologia para DVB - Teste de Virusneutralizacdo(VN)

As 179 amostras foram inativadas em banho-maria 56°C durante 30 minutos para posterior realizacéo
da prova de Virusneutralizacdo conforme a técnica descrita por Fischer et al.(2007), utilizando
microplacas de 96 pocos KAZVI®. Foi feita a diluigéo seriada de base 2 do soro a testar e colocada o
mesmo volume da cepa citopatica padréo NADL contendo 100DICCso/25ul (doses infectantes para
50% de cultivos celulares), e logo foram incubadas por 1h a 37°C. 50ul de células de rim bovino -
Mandin Darby Bovine Kidney (MDBK) mantidas em MEM foram utilizadas como indicador. As
placas foram incubadas em estufas com atmosfera modificada 5% de CO, a 37°C e a leitura das placas
foi realizadas ap6s 72 horas em microscépio de luz invertida (VIDOR et al.,1995). A interpretacdo do
teste de virusneutralizacdo é expressa como a maior diluicdo capaz de neutralizar o virus e a sua
reciproca define a titulacdo de anticorpos.

Pesquisa de animais Persistentemente Infectados (PI)

Amostras de soro de todos os animais foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia da Faculdade
de Veterinaria de Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, para a identificacdo de
animais Pl para DVB. A técnica de RT-PCR foi utilizada em pools de soro (PILZ et al.,2007;
CORBELLINI,2011). As amostras de soro dos 179 animais foram divididas em 4 “pools” com
aproximadamente 50 amostras, com 20ul de cada amostra. A extracdo e purificagdo do RNA foi
realizada utilizando o reagente TRIzol LS® (INVITROGEN, USA), e apo6s, utilizando a enzima Super
Script™ III Reverse Transcriptase (INVITROGEN,USA) e Platinum®Tagq DNA Polymerase, foi
realizada a transcri¢do. As reagoes foram padronizadas para um volume final de 20ul para cada pool.
A amplificacdo foi realizada de acordo com Corbellini (2011). Apds foi submetido a eletroforese em
gel de Agarose 1% e 1pl de corante blue-green acrescentando Sul de amostra, o marcador utilizado foi
GeneRuler™ | sendo imerso em solugdo tampdo de Tris-Acetato-EDTA-1x (TAE), a 80volts por 40
minutos. Os resultados foram vistos com auxilio de iluminagdo ultravioleta no aparelho GH Logic
2200 Imaging Sisten- KODAK®.

Analise Estatistica
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Foi realizada analise descritiva dos dados de incidéncia. . Utilizando o programa estatistico Statistix®
9.0 foi realizadas a comparacdo de ganho de peso entre 0s grupos soropositivos e soronegativos para
Leucose Enzootica Bovina e animais soroconvertidos e soronegativos para Diarréia Viral bovina pelo
método da andlise de variancia do ganho de peso de cada unidade experimental que foi 0 animal.

Resultados e Discusséo
Leucose Enzoética Bovina:

Das 179 novilhas componentes deste experimento, sete foram reagentes ao primeiro teste de IDGA
resultando em uma taxa de prevaléncia de 3,91%, baixa taxa para esta enfermidade quando
comparadas aos valores encontrados por Moraes et al.(1996) que foram de 12% de mais de 39.000
amostras de 172 municipios do Estado. Braga (1996) encontrou valores proximos aos deste
experimento encontrando 18,7% durante 18 meses de experimento em oito propriedades leiteiras do
municipio de Pelotas. Como todos 0s animais pertenciam a faixa etaria de oito a 21 meses de idade
esta prevaléncia foi semelhante a encontrada por Moraes et al.(1996) que encontraram uma taxa de
prevaléncia de 5,5,% de animais entre um e dois anos, e ainda ressalta que estes niveis se elevam com
0 avancar da idade, sendo mais frequentes a medida que animais jovens entram em contato com
animais adultos infectados.

A incidéncia de Leucose Enzoo6tica Bovina durante o experimento foi de 21,51%, valores superiores
aos de Braga (1996), de 9% em bovinos leiteiros. Separadamente, foram calculadas as taxas de
incidéncia entre os lotes resultando em 11,25% no lote bergério, 23,52% no lote média menor e 12,5%
no lote média maior, nos lotes de inseminacéo artificial e enfermaria ndo houve incidéncia de novos
casos. No intervalo entre a segunda e a terceira coleta as taxas de incidéncia foram reduzidas para
todos os lotes resultando em 8,45% para o lote bercario, 12,82% para o lote média menor e 3,57% lote
media maior (Tabela 1).

Os casos novos encontrados entre as coletas podem ser de infecgfes recentes que soroconverteram no
intervalo entre as coletas, periodo que leva o sistema imunoldgico a mobilizar anticorpos contra o
Virus da Leucose Bovina (VLB) em niveis detectaveis na técnica de IDGA. Mammerickx et al.,(1987)
relata que o sistema imunolégico de um bovino infectado com VLB necessita de 21 a 49 dias para
soroconverter, apresentando anticorpos detectaveis em sorologia o que também é defendido por Pelzer
e Sprecher (1993). Os animais que compde o lote experimental foram vacinados para febre aftosa no
final do més de maio, a primeira coleta foi realizada no final do més de junho, intervalo de tempo no
qual poucos animais soroconverteram a infeccédo, j& nas taxas de incidéncia da segunda para a terceira
coleta sugerem que 0s animais que soroconverteram neste periodo ja haviam se infectado, porém, ndo
apresentaram anticorpos suficientes para serem detectaveis no teste de IDGA.

Apobs a deteccdo dos animais positivos na sorologia, foi realizada coleta de sangue total para a
detecgdo de animais com linfocitose através de hemograma, onde 14 animais apresentaram leucocitose
por linfocitose e 25 animais ndo apresentaram esta condicdo sendo classificadas como Alinfocitoticas
(AL). Flores et al., (1990) relataram que a linfocitose persistente pode se manifestar tardiamente, por
este motivo as Chaves Leucocitérias ndo sdo mais consideradas uma forma segura e definitiva de
diagndstico para LEB. A linfocitose persistente foi confirmada apds 60 dias, por meio de uma nova
coleta de sangue total, onde apenas 10 animais seguiram apresentando esta manifestacdo clinica
(Tabela 2). Foi encontrada uma prevaléncia de 25,64% de animais com linfocitose persistente, 0 que
discorda de Azedo et al., (2008) relataram que somente 7,07% dos animais positivos em sorologia pelo
teste de IDGA manifestam a forma clinica de linfocitose persistente (LP). Spinola et al., (2013) e
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Azedo et al., (2011) ressaltam que ha uma interferéncia da linfocitose persistente no sistema imune do
animal,onde alteracbes funcionais em linfocitos e mondcitos, reduzem a atividade fagocitica em
animais gque apresentam esta condicéo, podendo predispor o animal a outras infecces.

Os altos indices de infec¢do dos animais estudados sugerem que praticas de manejo do centro de recria
principalmente nos lotes de bercéario e média menor a transmissdo do virus tenha acontecido de forma
iatrogénica com a intervencdo do ser humano por meio de vacinacdes, vermifugacdes e coleta de fezes
realizadas durante o periodo do experimento. Divers et al., (1995) e Kohara et al., (2006) relataram
gue manipulagdes como palpacdo retal para diagnostico de gestagdo utilizando a mesma luva de
palpacdo também é um meio eficiente de transmissdo que pode aumentar as chances do animais do
lote de média maior e inseminacédo artificial. Praticas de manejo envolvendo vacinagdes, descorna,
tatuagem, aplicacdo de brincos, aplicacdo de medicamentos via intramuscular ou endovenosa com 0s
mesmos materiais sdo a forma mais comum de transmissdo do virus de animais infetados para animais
sadios (MILLER et al., 1985; DIGIACOMO et al., 1985; HEALD et al., 1992).

Diarréia Viral Bovina

No inicio do experimento foi realizado o teste de RT-PCR a partir do soro de todos os animais
coletados no qual constatou-se resultado negativo para vDVB, indicando que ndo haviam animais com
viremia para Diarréia Viral Bovina (DVB) e, portanto, auséncia de animais persistentemente
infectados (PI). Ressalta-se que os 179 animais que fazem parte do experimento sdo apenas uma
amostra dentro do rebanho do centro de recria, onde outras novilhas que pertencem aos mesmos lotes
poderiam apresentar infeccdo viral na forma de Pl ou em fase aguda de viremia transmitindo virus.
Dois soros foram perdidos e 0s animais excluidos desta fase do trabalho.

Das 177 amostras analisadas através do teste de Virusneutralizagdo (VN), 92 fémeas foram positivas,
resultando em uma taxa de prevaléncia de 51,98% (Tabela 3). Dados epidemioldgicos semelhantes aos
encontrados por Noronha et al., (2003) de 56% de amostras positivas de animais entre um e guatro
anos de idade. Dados referentes a prevaléncias encontradas em trabalhos anteriores realizados no
Estado do Rio Grande do Sul revelam uma prevaléncia de 39,33% (Flores et al., 2005 apud Weiblen,
2004); resultados superiores foram descritos por Quincozes et al., (2007) para rebanhos da regido Sul
do Estado foi de 66,32%. Taxas de prevaléncia tendem a aumentar conforme a idade do animal avancga
devido ao maior tempo de exposi¢do dos animais com agentes (CHAVES et al., 2010; CASTRO et al.,
1993).

Baseando-se na informag&o de que as novilhas pertencentes ao lote experimental ndo foram vacinadas
para BVDV e BoHV-1, o0 que sugere que a titulacdo de anticorpos encontrada no teste de
Virusneutralizac&o é devido a circulagéo viral destes agentes no centro de recria.

Em casos de infeccdo aguda pelo virus da Diarréia Viral Bovina os animais apresentam anticorpos a
partir de dez a 14 dias ap06s a infecgdo, porém os niveis de titulacdo sérica chegam ao seu &pice entre
oito e dez semanas (FINO et al.,2012). Em nosso estudo, dez animais soroconverteram a infeccdo no
intervalo entre o primeiro e 0 segundo teste de virusneutralizacdo, resultando em uma taxa de
incidéncia de 11,76%. Esta baixa taxa € um indicativo de que ha uma circulagdo viral com dindmica
de transmissao lenta, que pode ser justificada pela auséncia de animais Pl no lote estudado. Quando
comparadas as taxas de incidéncia quanto a faixas etrias onde para animais entre seis e 12 meses foi
de 4,65%, ja para novilhas maiores que 12 meses a incidéncia foi e 19,05%. Por serem animais jovens
e o lote experimental fazer parte de um grupo maior de novilhas ndo podemos afirmar que néo existam
animais PI fora do lote experimental convivendo com as novilhas.
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Arenhart et al., (2009) simularam experimentalmente situacdes de criagdo em manejo semi-intensivo e
extensivo com a presenca de animais persistentemente infectados no rebanho comprovando que
animais nestas condic¢des eliminam altas cargas virais devido a viremia constante, em titulacfes em
niveis médios a altos. A incidéncia em animais em condi¢des de manejo semi-intensiva a
disseminacdo viral é rapida e chega a 100% em 30 dias. Ja em condi¢des de manejo extensivo, a
dindmica de transmissdo é menor porem o contato direto com animais PI leva a uma incidéncia de
77%. Em nosso estudo, pela baixa incidéncia encontrada, nos leva a crer que ndo ha animais Pl dentro
do centro de recria e que a transmissdo ocorreu na propriedade de origem e ndo dentro do centro.

Durante o experimento ndo houve diferencas significativas quanto ao ganho de peso entro os animais
sorologicamente positivos para Leucose Enzodtica Bovina e negativos (Tabela 4); assim como para 0s
animais negativos e soroconvertidos para Diarréia Viral Bovina (Tabela 5).

O estabelecimento de estratégias de manejo como quarentena e diagndstico precoce destas
enfermidades, a identificacdo de novilhas positivas para Leucose Enzodtica Bovina com brincos em
cor diferente das soronegativas e utilizacdo de utensilios como agulhas e instrumentais cirtrgicos
separados para estes animais seriam uma alternativa para evitar a infeccdo de outros animais. Quanto a
Diarréia Viral Bovina a vacinacao contra doencas reprodutivas deve ser realizada nas semanas que
antecedem a inseminacdo artificial para evitar problemas reprodutivos e a infeccéo fetal evitando o
aparecimento de animais persistentemente infectados.

Concluséao

Os resultados deste estudo sugerem que a intensificacdo do manejo das novilhas no centro de recria,
sem o devido cuidado no manejo, aumentaram os riscos de transmissdo de Leucose Enzodética Bovina,
enguanto que para a Diarréia viral bovina, a auséncia de animais persistentemente infetados manteve a
transmissdo dentro de um padrdo considerado baixo, indicado o papel do centro de recria como
possivel fonte de disseminacdo de doencas e que critérios sanitarios mais rigorosos para controlar a
disseminagdo destas e outras enfermidades entre 0s animais que ja pertencem ao centro.
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TABELA 1: PREVALENCIA E INCIDENCIA DE LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA ATRAVES DE
ANALISE SOROLOGICA DE IMUNODIFUSAO EM AGAR GEL (IDGA) EM FEMEAS ALOJADAS
NO CENTRO DE RECRIA/RS

Lotes Ne de Prevaléncia inicial Incidéncia 2% Incidéncia 3? coleta
amostras (%) coleta (%) (%)

Bercario 84 4,76 11,25% 8,45%

Média Menor 53 3,77 23,52% 12,82%

Média Maior 32 0 12,5% 3,57%

Inseminagdo Artificial 8 12,5 0 0

Enfermaria 2 0 0 0

Total 179 3,91 14,53 8,16

* Taxa de incidéncia no periodo experimental com intervalo de 60 dias entre as coletas.

TABELA 2: PESQUISA DE LINFOCITOSE PERSISTENTE EM ANIMAIS SOROPOSITIVOS PARA
LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA. CONTAGEM DE LINFOCITOS SANGUINEOS NOS DEZ
ANIMAIS COM LINFOCITOSE PERSISTENTE DETECTADOS ENTRE OS ANIMAIS
SOROLOGICAMENTE POSITIVOS.

Identificacdo Animal Contagem de linfécitos 12 coleta Contagem de linfécitos 22 coleta
(uL) (uL)

350 7.475 11.076
362 9.699 20.292
409 11.284 8.517
438 8.160 7.564
473 7.866 10.360
497 8.100 11.248
518 9.126 11.248
580 10.220 13.148
614 8.940 13.937
637 14.832 17.706

*Valores padréo para bovinos ( 2.500 a 7.500uL)
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TABELA 3: PREVALENCIA E INCIDENCIA DE DIARREIA VIRAL BOVINA ATRAVES DE
ANALISE SOROLOGICA DE VIRUSNEUTRALIZAGCAO EM FEMEAS ALOJADAS NO CENTRO DE
RECRIA/RS.

Lotes Ne° de Prevaléncia inicial Incidéncia*
amostras (%) (inc/em risco)
Bercario 83 32,53 3,57 (2/56)
Média Menor 52 67,30 35,29 (6/17)
Média Maior 32 71,87 11,11 (1/9)
Inseminacdo Artificial 8 62,5 33,33(1/3)
Enfermaria 2 0 0
Total 177 51,98 11,76

*Taxa de incidéncia no periodo experimental com intervalo de 120 dias entre as coletas.

TABELA 4: RELACAO DO STATUS SOROLOGICO PARA LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA E O
GANHO DE PESO DE FEMEAS BOVINAS ALOJADAS NO CENTRO DE RECRIA/RS

N° de amostras Ganho de Peso (Kg)
Soropositivos 38 26,93
Soronegativos 139 29,57

*p>0,05

TABELA 5: RELACAO DO STATUS SOROLOGICO PARA DIARREIA VIRAL BOVINA E O
GANHO DE PESO DE FEMEAS BOVINAS ALOJADAS NO CENTRO DE RECRIA/RS

N° de amostras Ganho de Peso (Kg)
Soroconvertidos 10 24,48
Soronegativos 75 25,25

*p>0,05.



5 Consideracdes Finais

Neste estudo concluimos que a intensificacdo do manejo das novilhas no
centro de recria, aumentaram os riscos de transmisséo de Leucose Enzodtica bovina
principalmente pela presencga de animais com linfocitose persistente.

A auséncia de animais persistentemente infectados pelo virus da diarréia viral
bovina manteve a transmissdo em baixos niveis com padrbes esperados de
circulagdo viral dentro do centro de recria. Sugeriu-se o estabelecimento de novos
critérios sanitarios para a entrada de novos animais dentro do centro de recria
buscando evitar a disseminacdo destas e outras enfermidades entre os animais

recém chegados e 0s ja pertencentes ao centro de recria.
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